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Abstract of DE19915137 

Quantifying multiple fluorochromes in a sample by recording and storing spectrally resolved 
fluorescence data for the fluorochromes in pure form and in the sample and determining the 
contributions from the pure fluorochromes to the complex total signals by multivariate linear regression 
v analysis," spectral resolution by using different excitation wavelengths, is new. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichtert Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluorochrome 

© Das Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluoro- 
chrome dient der quantitativen Erfassung des Beitrags 
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe zu einem Gesamtsi- 
gnal f das sich aus den Signalen mehrerer Fluorochrome 
zusammensetzt. Bei unzureichend durch optische Vor- 
richtungen abgrenzbaren Fluoreszenzeigenschaften stelit 
die Quantifizierung des Beitrags der Einzelkomponenten 
zu komplex zusammengesetzten Gesamtsignalen ein ent- 
scheidendes Problem unter anderem in der Fluoreszenz- 
mikroskopie, der DNA-Sequenzierung oder der Werkstoff- 
kunde dar. Diese Erfindung beschreibt ein neues Verfah- 
ren, das eine genaue Quantifizierung multipler Fluoro- 
chrome durch Aufzeichnung spektral aufgeloster Daten- 
satze mit nachfolgender Regressionsanalyse erzielt. Das 
beschriebene Verfahren ist in der Lage, unter Erhalt von 
Bild- und Zeitauflosung den Beitrag verschiedener Fluo- 
reszenzen zu einem komplexen Gesamtsignal zuruckzu- 
verfolgen. Da keine nachfolgenden Kalibrationsprozedu- 
ren erforderlich sind, kann das Verfahren zur Echtzeitana- 
lyse eines komplex zusammengesetzten Singals ange- 
wendet werden. Die Nutzung des beschriebenen Verfah- 
rens wird durch Anwendungsbeispiele im Bereich der 
Fluoreszenzmikroskopie verdeutlicht. 
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B esc hrei bung 

Technischcs Umfeld der Erfindung 

5 Diese Erfindung bezicht sich auf die quantitative Fluoreszcnzcrfassung vorzugswcise in dcr Fluorcszcnzmikroskopic 
bei siniultaner Anwcndung mehrerer Fluorochrome oder von Fluoreszenzindikatorcn mit uberiappenden speklralen 
Fluoreszcnzeigenschaftcn. 

Stand der Tcchnik 

Die Quanlifizicrung einzelner Fluorochrome seLzte bislang cine quantitative Trcnnbarkeit dcr Fluoreszenzsignalc 
durch Wahl dcr Anregungs- und Emissionsbedingungen voraus. Bei Fluorcszenzindikatoren, deren Fluoreszenzen nicht 
durch entsprechende Anregungs- und Emissionskonfigural.ionen vollslandig voneinander gelrennl werden konnen, oder 
bei Fiuorochromen mil. stark uberiappenden Anregungs- und Emissionscharakteristika konnen mit den bisherigen Vcr- 

15 fahren nur Quanlifizierungen zweier Fluorochrome mil uberiappenden speklralen Eigenschaften erziell werden. Zudem 
miissen zur Quanlifizierung anschlieBend an den MeBvorgang Kalibrationsprozeduren durchgefuhrt werden oder mit. 
Hilfe von Eichproben Refercnzwertc fur ein "Ratio- Verfahren" aufgezeichnet. werden (stellvertretend fur eine Vielzahl 
von Indikatorsystemen seien hier die Ca 2 Mndikatorcn Fura-2 und Indo-1 genannu sichc Patent US 4603209. Grynkie- 
wicz ct al. (1985)). Bei gleichzeitiger Anwesenheit weitercr Fluoreszenzen (z. B. "green fluorescent protein" (GFP) und 

20 dessen Varianten), die mit den speklralen Eigenschaften des Indikators iiberlappen, ist eine Quanlifizierung iiber das in 
Patent US 4603209 und in Grynkiewicz et al. (1985) beschriebene "Ratio- Verfahren" nicht anwendbar. 

Durch spezielle Kombinalioncn von FluoreszenzfarbstolTen, Anregungslichtquelien, Anregungsfiltern, di- oder rnul- 
tichroische Spiegel und Emissionsfilter wurde die Anzahl simultan regislricrbarer Fluorochrome ausgeweilet (Carlsson 
et al. (1994), Lowy (1995), Carlsson et ai. (1998); Patente WO 9817992, WO 9418547 und WO 9723648). Diesc Me- ^ 

25 thoden leisten trotz' optimierter optischcr Vorrichtungen lediglich eine qualitative Aussage uber die die Anwesenheit oder 
Abwesenheit von Huorochromen in einem gegebenen Bildeleinenl. Bei Anwendung mull.ipler Fluorochrome beispiels- 
wcisc in dcr Chromosomcnanalysc (Ricd ct al. (1 992); Patent WO 9723648) miissen Konfigurationcn von Anrcgungsfil- 
tern, dichroischen Spiegeln und Emissionsfillern angewendet werden, die weniger als 10% Signalstreuung in Nachbar- 
kanale; garantieren. Eine Quanlifizierung ist bei diescm Verfahren nicht vorgesehen, es konnen lediglich die Anwesen- 

30 heit oder die Abwesenheit der entsprechenden Fluorochrome bestimmt werden. 

Die Unterscheidung verschiedener Fluorochrome mit Hilfe der "fluorescence lifetime" Methode oder durch Amplilu- 
denmodulation der Anregungslaser (Carlsson et al. (1998); Patente WO 9809154, US 5784157 beschrieben) ist zwar in 
der Lage, einige Fluorochrome anhand unterschiedlicher kinetischer Eigenschaften zu unterscheiden, doch sind die tech- 
nischen Erfordernisse und die Kosten durch die Anwendung gepulster Lichtquellen und Detektorsysteme mit hoher Zeit- 

35 auflosung enorm. Implementierungen des "fluorescencelifetime" Verfahrens fiir die Fluoreszenzmilvroskopiie (Oida et al. 
(1993), Brismar und Ulfhakc (1997); Patent US 4791310), fur die Durchflufizytometrie (Patente EP 0552241, 
WO 9207245, US 5270548 und US 5504337) und fur die DNA-Sequenzierung (He et al. (1998)) wurden jedoch be- 
schrieben. Viele Indikatorsysteme, die in der Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden (beispielsweise Fura-2 vs. 
Fura-2-Ca 2+ -Komplex, verschiedene Varianten des GFP), unterscheiden sich durch spektrale Veriinderungen der Fluo- 

40 reszenzcharakterisdka, jedoch nicht bezuglich ihrer "fluorescence-lifedme"; daher ist die Anwendbarkeit der "fluores- 
cence-lifetime" Verfahrens fur sole he Fluorochrome nicht gegeben. 

Durch die vorhandenen Laserlichtquellen beschriinkt sich die Auswahl der Anregungswellenlangen in konfokalen La- 
sermikroskopen auf wenige, verfugbare Laseremissionslinien. Hierbei kann oft nichl vermieden werden, daG Fluores- 
zenzen eines Fluorochroms in den MeBkanal eines anderen Fluorochroms mit einflieBen. Unter solchen Bedingungen 

45 konnen viele Kombinationen von Huorochromen und/oder Fluoreszenzindikatoren nicht eingesetzt werden. Bei diesen 

gemischten MeBsignalen konnen mit dem in dieser Erfindung beschriebenen Verfahren die Beitrage der in der Probe vor- { 
handenen Fluorochrome zuruckverfolgt werden. Zudem beeinlrachtigf ein unterschiedlich schnelles Ausbleichen ver- 
schiedener Fluorochrome die quantitative Erfassung des Beitrags einzelner FluoreszenzfarbstofTe zu einem zusammen- 
gesetzten Gesamtsignal bei unvollstandiger Trennbarkeit durch Anwendung optimierter oplischer Vorrichtungen. Auch 

50 diese StorgroBen konnen durch Anwendung des hier beschriebenen neuen Verfahrens eliminiert werden. 

Aufgabenstellungstellung 

Das Ziel des in dieser Erfindung beschriebenen Verfahrens ist die quantitative Bestimmung der Beitrage verschiedener 
55 Fluorochrome zu einem komplex zusammengesetzten Gesamtsignal auch bei unvollstandiger Trennbarkeit der Fluores- 
zenzeigenschaften mehrerer Fluorochrome und/oder Fluoreszenzindikatorspezies durch alleinige Anwendung optischer 
Vorrichtungen. 

ErfindungsgemaBe Losung des technischen Problems 

60 Die erfindungsgemaBe TAsung der Aufgabenstellung setzt sich aus drei Arbeitsschritten zusammen, die zeitlich von- 
einander getrennt vorgenommen werden konnen: 

- Aufzeichnung und Speicherung von spektral aufgetrennten Fluoreszenzsignalen der einzelnen Fluorochrome in 
Rein form. 

65 - Aufzeichnung und Speicherung von spektral aufgetrennten Fluoreszenzsignalen der Probe, die eine unbekannte 

Mi sc hung dcr Reinforrnen enthalt. 

- Matfiemalisches Regressions verfahren zur Berechnung des Beitrags der einzelnen Reinforrnen zu dem komple- 
xen Gesamtsignal der Probe. 

n 
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Datcncrfassung der spektral aufgetrenntcn Fluoreszcn7.cn dcr Reinformen 

Im crsten SchriU wcrden spektral aufgctrcnntc Fluoreszenzsignale dcr in einer Probe vorkominendcn Fluorochrome in 
Reinforrn sowic das Hinicrgrundsignal ohnc Fluorochrom im gegebenen optischen System aufgezeichnet. Die genannte 
spektrale Aiiflrcnniing wird entwedcr durch Anderung der Fluoreszenzanrcgungswellcnlangen odcr Hurch spektrale Sc- 5 
lcklion des in den Delektor gelangcnden Fluoreszenzcmissionslichts oder durch cine Kombi nation von beiden MaBnah- 
rncn crziell. Die spektrale Auflrcnnung kann hierbci konlinuicrlich beispiclswcise mil. Hilfe von Monochromaloren cr- 
folgen oder diskontinuierlich gestaitcL wcrden, beispiclswcise durch diskretc Monochromatoreinstellungen, dichroischc 
Spiegel, Fillersalze oder verschiedenc Lichtquellen. Die spekLraJ aulgelosien Datensatze werden nach Subtraktion des 
Hinicrgrundsignales in eincr Datenbank zur spatcren Verwcndung gespeichert.. Die gespeicherien, spektralen Datensatze to 
der Reinformen konnen bci guler Reproduzierbarkeit in den Datcnbanken verbleibcn und fur spaterc Messungcn wicder- 
verwcndel. werden. Die spektral aufgetrenntcn Datensatze dcr Reinformen weiterer Fluorochrome konnen die Datenbank 
ergan/en und zu den bercits gespeicherien Dalensaly.cn hinzugefugt. werden. Die spektral aufgetrennten Dalcnsalzc dcr 
Reinformen auch bei mehr spektralen Konfigurationcn aufgezeichnet werden, als es bci der Messung dcr Probe zunachst 
vorgesehen ist. Dies biclet den Vorlcil, daB bei spaterer Vcrwendung anderer speklraler Konfigurationcn bereits Refe- 15 
renzdaten der Reinformen in der DaLenbank existieren, und somit die Reinformfluoreszenzen nichl erneut. aufgezeichnet. 
werden miissen. 
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Datencrfassung der Fluorcszenzen dcr Probe 

Die Fluoreszenz der Probe setzt sich aus den Fluoreszenzen der genannten Reinfonncn zusammen. Eine spektrale 
Auftrennung der Hu ores zenzen der Probe wird in den spektralen und optischen Konfigurationcn durchgefuhrt, in denen 
auch Daten der Reinformen aufgezeichnet wurden. Vornehmlich kommen solche spektrale Konftgurationen zurn EinsaLz, 
bei denen die Fluoreszenzen der in der Probe vorhandenen Reinformen die groBten Differenzen untereinander aufwei- 
sen. EventueU in der Probe vorhandene Autofluoreszenzen werden von den gewonnenen, spektral aufgetrennten Daten- 
satzen sublrahierL. 

Die Aufzcichnung dcr spektral getrennten Datensatze dcr Probe kann gcgcbcncnfalls wicdcrholt wcrden um entwedcr 
dynamische Prozesse in dcr Probe zu verfolgen oder durch Mittelwertbildung die Streuung des MeBsignals zu verrin- 
gern. 

Daten analyse 
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Die gespeicherten Daten werden im folgenden Schritt mit Hilfe einer Regressionsanalyse ausgewertet. Hierbei konnen 
multivariate lineare Regressionsanalysen oder nichtlineare Regressionsanalysen zum Einsatz konuiien. Im vorliegenden 
Anwendungsbeispiel wurden Auswertungen mit beiden Verfahren durchgefuhrt. Vor- und Nachteile der entsprechenden 35 
Verfahren werden erlautert. Durch die Regressionsanalyse konnen die relativen Beitrage der Reinformen zuin Gesamtsi- 
gnal ermittelt werden und bei Kenntnis der Signatintensitat bekannter Mengen des Fluorochroms auf die in der Probe 
vorhandene Menge des Fluorochroms geschlossen werden. Die hierzu erforderlichen Schritte werden in der Folge be- 
schrieben: 

Da CCD-Kameras bis zur Sattigungsschwelie weitgehend linear arbeiten, kann angenommen werden, daB sich unter- 40 
halb der Satdgungsschwelle bei jeder spektralen Konfiguration i das Gesamtsignal einer Probe F ges additiv aus den Si- 
gnalanteilen der Einzelkomponenten 1, 2, . . . m zusammensetzt. Daher gilt F ges = F t + F 2 + . . . + F m . Diese Einzelkom- 
ponenten konnen als Produkl. der durch Aufzcichnung und Nonnierung der Reinformfluoreszenzen bekannten, normier- 
ten Fluoreszenzintensilaten Xi, x 2 , . . . x tn mit den unbekannten Skalierungsfaktoren b l? b 2 , . . . b, n ausgedriickt werden: 
Fm = b m x m . Wahrend die normierten Fluoreszenzintensilaten x jeder der Einzelkomponenten bei unterschiediichen spek- 45 
tralen Konfigurationen verschieden sind, bleiben die Skalierungsfaktoren b, die die in der Probe vorhandenen StoiFmen- 
gen der Fluorochrome anzeigen, konstant. Falls das fur die Aufzeichnung eines spektralen Datensatzes benotigte Zeitin- 
tervail bei dynamischen Prozessen nicht vernachlassigbar gering ist, konnen sich Fehlerquellen ergeben; daher ist bei ki- 
netischen Untersuchungen auf einen geschwindigkeitsoptimierten Ablauf der Datenerfassung zu achten. 

Das Verfahren der Regressionsanalyse wird nun auf die Datensatze angewendet, um den Betrag der unbekannten Ska- 50 
lierungsfaktoren bi . . . b m der jeweiligen normierten Intensitat der Reinfonnen Xi . . . x ra zum Gesamtsignal y zu ermit- 
teln. Bei jeder spektralen Konfiguration i setzt sich das Gesamtsignal yi aus den Signalen der im Bildelement befindli- 
chen Reinformen F^ bzw. b m x im addiuv zusammen. 

Fur jede Wellenlange i gilt somit: 



Formel (1) yi = bix u + b 2 x i2 + b 3 x i3 + . . . + b m x h 



55 



Die Anzahl der Reinfonncn m bestimmt die Zahl n der spektral unterschiediichen Datensatze, die mindestens aufge- 
zeichnet werden miissen, um eine Losung mit. Hilfe der Regressionsanalyse zu erzielen. Allgemein gilt also n > rn. 

Durch Aufzeichnen dcr n verschiedenen Datensatze ergeben sich aus den gemessenen spektral verse hiedenen Daten- 60 
satzen n verschiedenc Losungen eines linearen Gleichungssystems (LGS). 



65 



3 



BNSDOCID: <DF 



DE 199 15 137 A 1 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



y\= b \ X ll + b Z X l2 + b 3 X l3 

y 2 =b l x 2l + b 2 x 22 + b 3 x 2Z 



Formel (2): 
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b 2 X n> 



b 3 X n3 



+ K X \m 
+ K X 2m 



1 X 
m nm 



Dieses LGS kann bci der Aufzeichnung von m verschicdencn Ruoreszcnzfarbstoffcn, dcrcn spektrales Vcrhall.cn bc- 
kannl. ist (x u . . . x mn , sind bckannt) bei n = m Wcllcnlangen dirckt durch das Gauss-Jordan'schc Eliniinationsverfahren 
gelosl werden falls zwischen den n verschicdencn Losungcn keine lineare Abhangigkcilen beslehcn. Die multivariate li- 
nearis Regressionsanalysc besilzl jedoch den Vortcil. daB mehr McBwcrtc in die Bcrechnung aufgenommen werden kon- 
nen. und daB das Berechnungs verfahren zuverlassigcr gestallet werden kann. 

Bei steigender Anzahl n erhoht sich die Zuvcrlassigkeit der Regressionsanalysc besonders bei nur schwach speklral 
untcrschiediichen Fluorochromen. Andercrscits werden die Datcnsatze uml'angreichcr und die Dalenanalyse verlang- 
saml. Bei der irn Anwendungsbeispicl vcrwendeten CCD-Kamcra mil 1 2 bil Auuosung werden bcispielsweisc bis zu 1,3 
x 10* Bildpunkte aufgezeichnet. Dies cntsprichi bci jewcils 10 vcrschiedenen spektralen Konfigurationcn zu 20 Zeitin- 
tervallcn eincnt Datensalz von 520 Megabyte. 

Bei vektorieller Beschreibung einer muliivarialen lincarcn Regressionsanalysc konnen die gesuchten Betragc der 
Reinforrncn in einem Losungsvektor b wie folgi ausgedruekt werden: b = A 1 X z, wobei A' die inverse einer Matrix A 
ist. Der gesamtc Term lautet: 



Formel (3) 



Die Suminen X werden liierbei uber alle gemessenen spektralen Konfigurationen i = 1 bis 1 = n gebildet. Da die Matnx 
A quadralisch ist, kann die Inverse der Matrix A~ l durch das GauB'sche Ebminationsverfahren mitRucksubstitution ge- 
bildet werden. Bei hoher Komplexitat der Matrix und bei schwach divergenten Datensatzen muB besonders auf Run- 
dungsfehler geachtet werden, die sich teilweise dramatisch auswirken konnen. Die Computergestutzte Ermittiung der in- 
versen Matrix wurde daher im Anwendungsbeispicl mit doppelt. genauen RieBkornmavariablen durchgefiihrt. Im Zwei- 
felsfall kann ein iteratives Verfahren zur Kontrolle und Verbesserung der Bildung der inversen Matrix dienen. Da die in- 
verse Matrix fur ein MeBprotokoll lediglich ein Mai berechnet werden muB, ist das aufwendige Verlahren der iterativen 
Kontrolle und Verbesserung empfehlenswert. Entsprechende Algorithmen mit Programniierungsroutinen sind derFach- 
literatur zu entnehmen und im Internet, publiziert. 

Nach Kalkulation der inversen Matrix A" 1 konnen mit Hilfe einiger Multiplikations- und Additionsschntte die Matrix 
A~ l mit dem Vektor z zur Ermittiung des Losungsvektors b ausmultipliziert werden. In den Zeilen des Losungsvektors 
sind die relativen Betrage des Beitrags der einzelnen Fluorochrome zum jeweiligen Gesamtsignal enthalten. Diese kon- 
nen bei homogener Ausleuchtung des Gesichtsfeldes uber das gesamtc Bildfcld als MaB fur die lokale Menge des jewei- 
ligen Fluorochroms dienen. Bei inhomogener Ausleuchtung konnen Korrekturfaktoren angewendet werden, die zuvor 
durch Messung einer normierten Ruorochromkonzentration in vcrschiedenen Bereichen des Gesichtsfeldes ermittelt 
wurden. Bei Fluoreszenzindikatoren, die abhangig von Milieubedingungen ihre Eigenschaften andern (z. B. Fura-2 und 
Fura-2-Ca 2+ -Komplex), ist zur Ruckrechnung der entsprechenden Milieubedingung (lokale Ca- + -Konzentration) keine 
Korrektur erforderlich, da Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat beide Indikatorformen gleichermaBen betreffen. So 
kann im Fall des Fluoreszenzindikators Fura-2 die lokale Ca 2+ -Konzentralion durch folgende Formel berechnet werden: 
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Formel (4) [Ca 2+ ] = K D x [Fura-2-Ca 2+ ]/[Fura-2]. 

Alternative Datenanalyseverfahren 

Alternativ zum beschriebenen multivariaten linearen Regressionsverfahren wurden nichtlineare Regressionsverfahren 
gepruft. Die Berechnung der relativen Anteile der Einzelkomponenten zum Gesamtsignal wird durch ein Minimierungs- 
verfahren der Ahweichungsquadrale zwischen MeRwerten der Probe und einer Summierung der mit den gesuchten Fak- 
toren multiplizierten normierten MeBdaten der Reinformen (Formel (1)) erzielt. Die Surame der Abweichungsquadrate 
kann mittels verschiedener iterati ver Verfahren minimiert werden. Vergleichend wurden die "steepest gradient" Methode 
und der Levenberg-Marquardt- Algorithm us fur die iterative Berechnung angewendet. Beide Verfahren ergeben unter Be- 
rucksichtigung aqui valenter Abbruchkrileriert der iteradven Optimierung identische Losungen. Bei geeigneter Wahl von 
Startwerten fur die iterativ zu ermittelnden Faktoren b t . . . b m ist das nichtlineare Regressionsverfahren zuverlassig und 
bieteteine einfache Handhabung. Falls die Startwerte und die initialen Schrittweiten des iterativen Verfalirens ungunstig 
definiert wurden, ergeben sich jedoch falsch kondiUonierte Iteration sschritte, die eine Fehlbestimmung in Form ernes lo- 
kalen Minimums der Minimierungsfunktion ergeben konnen. Diese Gefahr kann zwar durch die Definition von Grenz- 
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wcrlcn fur b] . . . b m rcduzicrt werden. doch gcradc bei Minimicrungsfunktioncn mil komplcxcr Topologie isi.die Zuver- 
lassigkeit der iteral.iven Suchc des globalcn Minimums eingcschrankt. 

Das multivariate lineare Regressionsvcrfahrcn bictcl somil gcgcnuber dem nichllincarcn Regressionsvcrfahrcn fur die 
Mehrzahl der Applikationcn folgende Vorzugc: 

5 

- nichtlincare Regression sveriah re n bergen das Risiko, cin lokalcs Optimum der Daienanpassung zu finden, das 
in u I Li van ale lineare Regressions vcrfahren crfaBt immer das globale Opiimum der Daienanpassung. 

- Der Berechnungsaufwand durch das multivariate lineare Vcrfahren ist. wesendich nicdriger als bei den ilcrativen 
Vcrfahren und bei einer gcgebenen Konfiguration imrrier identiseh. SomiL isi.die benotigtc Rcchenzcil abschatzbar 
und dadurch die Inicgrierbarkeit in Echtzeit-Programmablaufc gegeben. io 

- Die Bcrcchnungsschrit.tc der Malrixopcration (Fornicl (3)) bestehen lediglich in Addilioncn und Mull.iplikal.io- 
nen. Dahcr kann fur die Anwendung des Vbrfahrens der hone Grad der Reehcnopliniicrung in aktucllen Prozcssoren 
("pipelining" von Additionen und Multiplikal.ionen) ideal genutzl werdcn. Allernativ konnen jedoch auch Prozcsso- 
ren mil reduzicrtem Bcfchlssatz ("RlSC'-Prozcssorcn) verwendet werden. 

15 

Anwcndungsbeispiel 

Die Vorrichtung, die bei Erstcllung des Anwendungsbeispicls verwendet wurde, ist. in Zeichnung 1 schematise!! wie- 
dergegeben. Das in einem Monochromator (T.I.L.L. -Photonics) erzeugte Anrcgungsliehl. wurde durch eine schnelle 20 
Steucrvorrichtung auf verschiedenc Wcllcnlangen cingestcllt. Durch die Wahl der Ruheposition des Monochromators bei 
einer von der Optik nicht transmiuienen Wellenlange von 260 run dienie die schnelle Monochromalorsleuerung gleich- 
zeilig zur Sleuerung der Belichtungszeit der CCD-Kamera. Andernfalls muB durch eine gepulsle Lichlquelle oder durch 
/ einen mechanischen oder elektronischen VerschluB im Slrahlengang die Belichlungszcii des Sensors rcguliert werden. 

Das Anregungslicht kann bei Venvendung nicht.-monochromer Lichtquellen durch geeigncte Bandpass filter gefilterl 25 
werden. Hier konnen zur Aufzeichnung speklralerDalensalze beispielsweise Fillerrader zuin Einsalx koiruiien, die syn- 
chron zu dem VerschluB der CCD-Kamcra gcstcucrl. werdcn. Die dichroischen Spiegel, die bei hcrkommlichcn Epifluo- 
reszenzmikroskopen verwendel werden, konnen ebenfalls zur speku*alen Auftrennung gewechselt werden. Hierbei ist. je- 
doch auf einen moglichen Pixelversatz des Bildsignales nach Wechsel der Spiegel und FiJtersatze zu achten. der durch 
die Bauweise der Spiegel und Filter bedingt sein kann. Das Objektiv muB uber eine hinreichende Bildebnung und eine 30 
geringe chromatische Aberration verfugen. Das im Anwendungsbeispiel angewendete Objektiv ist ein UV-optimierter, 
lichtstarker Achromai (Ruar 10x/0.50, Carl Zeiss AG), dessen Bildebnung im MeBfeld der verwendeten CCD-Kamera 
eine hohe Bildscharfe in den verwendeten spektralen Bereichen erzeugte. Das einittierte Lichl wurde zur Elimination 
von Slreulicht durch einen Langpassfilter (Transmission bei X > 510 nm) geleitet, bevor es in den Sensor gelangte. Die 
verwendete CCD-Kamera zeichnet sich durch einen ,, grade-0"-Chip ohne Pixeldefekte aus, der zur V^rringerung des 35 
Dunkelstromes durch Peltier-Elemente auf -20°C gekuhlt wird. Bei Verwendung anderer Sensoren muB beachlet wer- 
den, daB das Regressionsverfahren auf der Grundlage der Fonnel (1) nur dann angewendet werden kann, wenn der Sen- 
sor in einem linearen Arbeitsbereich betrieben wird. Gegebenenfalls konnen bei einem bekanntem, nichtlinearen Verhal- 
ten des Sensors enlsprechcndc Umrechnungsfaktoren bei der Datenerfassung angewendet werden, urn die taLsachlichc 
Signalintensitat der Probe zu erfassen und nach dem beschriebenen Verfahrcn forlzusetzen. 40 

In Fig. 2 sind spektral aufgelosle Datensatze der Anregungswellenlangen vori 320 nm bis 490 nm in 1 nm-Schrilten 
von Fura-2, Fura-2-Ca 2+ -Komplex und "green fluorescent protein" (GFP) nach Normierung auf die maximale Fluores- 
zenzintensitat des entsprechenden Fluorochroms abgebildet. Als Reinformen wurden in der Fokusebene folgende Mate- 
rialien gemessen: 

45 

1 . GFP: In MEK 293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen), die rekombinanles modifiziertes GFP exprimieren 
(48 Stunden nach transienter Transfektion des Plasmids pEGW-Cl, Clontech, Palo- Alto, CA, USA). 

2. Fura-2: In HEK 293-Zellen, die mil Fura-2- A zetoxymethyles ter (Molecular Probes, Eugene, OR. USA) geladen 
wurden, und mil dem Ca 2+ -Chelator EthyIenglykol-bis-(2-anunoetbyl)-tetraessigsaure 2 rruM (EGTA; Fluka, Dei- 
senhofen, Deutschland) und dem Ca 2+ -Ionophor Ionomycin 5 uM (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) fur 2 h inku- 50 
biert wurden. 

3. Fura-2-Ca 2+ -Komplex: In HEK 293-Zellen, die mil Fura-2- Azetoxymethylester (Molecular Probes, Eugene, 
OR, USA) geladen wurden und mil Ca 2+ 10 mM und dem Ca 2+ -Ionophor Ionomycin 5 uM (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) fur 20 min inkubiert wurden. 

4. Zusatzlich zu Punkt 2 und 3 wurde eine 2 uM Losung von Fura-2-Kaliumsalz in einer PufTerlosung (pll 7,1) in 55 
Anwesenheit von Ca 2+ bzw. EGTA in der Probenkammer gemessen. Die Dalen dieser Messungen ergaben gegen- 
uber den Messungen nach Punkt 2 und Punkt 3 weniger als 1 nm spektrale Verschiebungen und bestatigten dadurch 

die Effizienz der Aquilibrationsprozedur in IIEK 293-Zellen. Da diese normierten Anregungsspektren mil den nach 
Punkt 2 bzw. Punkt 3 ennittelten Spektren nahezu ubereinstimmen, wurden sie aus Grunden der Ubersichtlichkeit 
nicht in Zeichnung 2 abgebildet. 60 

Als Probe wurden im selben optischen System HEK 293-Zellen gemessen, die gleichzeitig mil pEGFP-Cl und der 
cDNA eines Kationenkanals (mTRPC4) irn Expression svektor pcDNA3.1 (Invitrogen, USA) transient transfizierl wur- 
den. Die KontrolJe der Transfektionselttzienz und die Auswahl der positiv translizierten Zelien fiir den MeBvorgang 
konnte durch die Expression des GFP erfolgen. Der Ca 2-, "-Indikator Fura-2 wurde verwendet. da er Mangan (Mn 2+ ) unter 65 
Ausbildung eines nicht-fluoreszierenden Komplex bindet (Grynkiewicz et al. (1985)). Da der Kationenkanal mTRPC4 
neben Ca 2+ auch Man^anionen (Mn 2+ ) leiteu kann in Mn 2+ -haJligcn Medien die Kanalaktivitat durch das Absinken der 
Fura-2- und Fura-2-Ca~ + -abhangigen Fluoreszenz verfolgt werden. Hierbei ware zu erwarten, daB die Fluoreszenz beider 
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Fura-^diRato^^ 

Ln der drci in dcr Probe vorhandener ^^SS^S^^^^^^ MeBvotgang ausgcwah.t. 

^Z^^^S^^^^ — e — wcmser als 

200 ms und wurdc in 1 s Inicrvallcn wicdcrholt. und cinc Zeitserie dcr niitticrcn Bildpixcl wcric uber 

Bildrcgionen, die einzclncn Zellen entsprechen, wimto «W£crt ^^^ iMRSgionc „ bci den Wellcnlangen 
jedc der selektierten Bildrcgionen bercchnet. ^ JJS^i dargcste.lL Bci 20 s wurdc Mn 2+ 1 .nM 
340 nrn. 358 nm, 380 nm und 480 nm s.nd als FunRuon dcr Zeit in den , * ](Q M slilnulicrl . Durch das 

kugecebcn. um die Kanalaku vim, zu verfolgcn. nach 90 s wu^ 

belchriebcne multivariate, lincarc Reg^onsverfahrcn wu den nun dtercUmen BcU_ 7ugrundcgc . 
die sich zun, jewciligcn Genn.tt.gnal addicren ^^J^^^SSSn der Rcinforn.cn aus Fig. 2. Nach Ver- 
legt warden hicrbei die nomuerten spektral aufgcUcnnten y^^J" 8 ^, (4) wurdc die resultierendc frcie zy- 
rcchnungder re lalivenFura-2undFura-2^ vcrsch icdcncn ZcUen in. Ge- 

tosolische Ca 2+ -Konzcnlra„on in den se ckt.cr en B ldarealen ^ Die du rch das muiiva- 

sichtsleld) in. obcrcn Abbildungsteil der*.g. 7 CO) » .J^."*™ J™ d J r relative* Fura-2 und Fura-2-Ca 2+ Fluo- 
riaLcn, lincarcn Rcgressionsverfahrens ermittelten 7^verlaulc der ^^^^ im miuleren Ab bildungsteil 
reszenzen wurden summier, und ^^T^j^^Si^^n Abbildungsteil der Fig. 7 ((3) in Fig. 
der Fig. 7 ((2) in Fig. 7) dargeslelll. Die relat. ve GF1 -Konzentrauon is, in. Mn 2+ -Einstromes zu einer 

7) aufgetragen. Aus Abbildungsteil S££^4%^&^ «ntata GW-^o- 

're^^^ 

ren" beeinlxiichligen warden: 

"XrXah^ S«*g*B. der ^-Huorcszenz zeitabhiingig in, Vcrhaltnis 

zu den Fura-Fluoreszenzen zu. 

Da mit den, in dieser Erfindung bescbriebenen ^£^^^^^^1^ -d 
"Ratio-Verfahren" em.it.lelt werden kann. nehmen d, ^g^^Sh uberlappenden spektralen Eigcnschaften 

Beispiele der bevorzugten Nutzungsmdglichkeiten der Erfindung 

Die Scbnelligkeit des Berechnungsverfahrens erlaubt es -^^^S^^^SS^ 
vorrichtung unvennindert zu nutzen Durch weUere ^^^^^^^a, den Berechnungsverfahren 
nungen die im Speicher verblcibendcr , Datensatze wate ^'SJSE.SSiung der Datensatze wurde neben dcr 
die spektral aufgelosten Bilddalen mcht f?.^j£S^SSSliMt werden kdnnen. Der An- 
Speicherplatzreduktion den wcteren Vortel b,eten daB bereits kabbnc ^ uaten kalibrierte Ca 2+ -Konzen- 

Sder konnte auf den, Bildschim, beispiclsweisc simultan und pS5« und Farbstoffe W ahrend 

tration, den pH-Werl in einer Zelle ode, d,e ^^^^^^^^Z^ der in der Probe enthal- 
eines laufenden Experiments beobachten. In einen, ^™^S^ in gelrenn f en Bildern oder durch Farb- 
tenen Fluorochrome durch Echtze.t-Berechnungen vere ^~^ n ^XSn Bildern daraeslellt werden. Dies is. bei 
kodierungen kenntlieh gemacht nebencnandcr oder ,n ^ n ^^Siv JScteWb" sind, in der konfokalen 
Verwendungen von Fluorochromen, die durch op .sche ^^T^^J widen Bei Verwendung von Indikator- 

findung beschriebenen Verfahrens besonders ; gpngnet era: Jj"*^ wq 9222793), aber auch die Fluo- 
nicht-konfokale Fluoreszenzmikroskope (US 57 5, 417^586l984 >™J™M^ vbrausselzungen fUf eine 

reszenz-geslutzte DurchfluGzytometne (,n Patent US 4745-85 berets mu °* h , ^ nNA -Sequen7.ierung 

spektrale^uftrennung der Fluore r nzen = 

(EP 0294524 und dessen Weiterenlwicklungen). Die Kal.oration ^^aer ri bedeutend erleichtert werden. Die 

ikopie (z.B. WO9855026) kann ebenfalls durch to ^^^^^^9^055.^085191*. 
Fluoreszcnzen des "green fluorescent protein (GFP) und se ner Vananten ^ Wo 9711094, WO 9623810, 

US 5741668, WO9742320, C A 2232727. W0 9726333, AU^^ "^r^ sverfahren ^ aberlappender 
WO 9521191) konnen mit den. erfindungsgemaBen .^^^^S^ die simultane Bestimmung 

spektraler Eigensehaften eff ektiv vone.nander ^^^^SSSS^Lima mi, den genannten GFP-^- 
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mil Hilfc der FIuoreszenz-Resonanz-Energie-Transfcr-Meihodc (FRET) konnen mil dcm in dieser Erfindung vorgcstell- 
ten Verfahren durch die exakte Quantifizicrung der Einzel fluoreszenzen mil bcdcuiend groBerem Auflosungsvermogen 
durchgcfiihrt werden. 
Literaturnachweis: 

1 . Brismar H., Ullhake B., Fluorescence lifetime measurements in con focal microscopy of neurons labeled with multiple 5 
Fluorophorcs; Nat. Bioicchnol. 1997; 15: 373-377; 

2. Carlsson K.. Aslund N., Mossbcrg K„ Philip J., Simultaneous confocal recording of multiple fluorescent labels with 
improved channel separation, J. Microsc. 1994; 176: 287-299; 

3. Carlsson X., Liljcborg A., Simultaneous confocal lifetime imaging of multiple fluorophorcs using the intensity-modu- 
lated multiple- wavelength scanning (IMS) technique; J. Microsc. 1998; 191:1 19-127; to 

4. Grynkiewicz C, Pocnic M., Tsicn R. Y., A new generation of Ca 2+ indicators with grcatlv improved fluorescence pro- 
perties; J. Biol. Chcm. 1985; 260: 3440 -3450; 

5. He II., Nunnally B. K., Li L. C, McGown T.. B., On-the-fly fluorescence lifetime detection of dye-labeled DNA pri- 
mers for multiplex analysis:; Anal Chem. 1998; 70: 3413-3418; 

6. Lowy R. J., Evaluation of triple-band fillers for quantitative epifluorescencc microscopv; J. Microsc. 1995; 15 
178:240-250; 

7. Oida X, Sako Y., Kusumi A., Fluorescence lifetime imaging microscopy (flimscopy). Methodology development: and 
application to studies of endosome fusion in single cells, Biophys. J. 1993: 64: 676-685; 

8. Ricd T. ? Baldini A., Rand T. C, Ward D. C, Simultaneous visualization of seven different DNA probes by in situ hy- 
bridization using combinatorial fluorescence and digital imaging microscopy; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1992; 20 
89: 1388-1392. 

Patenlanspruche 

1. Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluorochrome, bei dem durch Aufzeichnung und Speicherung spektral 25 
aufgetrennter Fluoreszenzen der in einer Probe enlhaltenen Fluorochrome in Reinform, durch die Aufzeichnung 
und Speicherung spektral aufgetrennter Fluoreszenzen der Probe und durch die Anwendung cincs rriultivariatcn, li- 
nearen Regression sverfahrens die Beitrage der Reinfornicn zu komplexen Gesamtsignalen ermittelt werden, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine spektrale Auftrennung durch die Verwendung verschiedener Anregungswellen- 
liingen erfolgt. 30 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder Filterung des emit- 
tierten Lichtes bei einer Anregungswellenlange zur Erfassung spektral aufgetrennter Fluoreszenzen eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder Filterung des emit- 
tierten Lichtes bei mehreren verschiedenen Anregungswellenlangen zur Erfassung spektral aufgetrennler Fluores- 
zenzen eingesetzt wird. 35 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB ein nichtlineares Regressi- 
onsverfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB bei Verwendung von m ver- 
schiedenen Fluorochromen n = m verschiedene spektrale Konfigurationen zur Datenaufzeichnung eingesetzt wer- 
den, und ein Substitutions verfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen 40 
verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Anregungslichtquellen 
kontinuierliche oder gepulste Laserlichtquellen verwendet werden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Quantifiziemngen von Mil- 
lieubedingungen durchgefuhrt werden, wobei ein oder mehrere Fluoreszenzindikator(en) eingesetzt werden, deren 45 
millieuabhangig veranderiiche Formen fur das erfindungsgemaBe Quantifizierungsverfahren als verschiedene Rein- 
formen von Fluorochromen behandelt werden konnen. 

8. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der Fluoreszenzmikroskopie. 

9. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1, 2, 3, 4 und 6 in der Nukleinsauresequenzierung. 

10. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der DurchfluBzytometrie oder dem "fluores- 50 
cence-assisted-cell- sorting" (FACS). 

11. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der Fluoreszenzspektrophotometrie oder der 
Ruoreszenzkorrelalionsspektroskopie. 



Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 55 



60 



65 



7 



BNSDOCID: <DE 



19915137A1 I > 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: t 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE199 15137A1 
G 01 N 21/64 

19. Oktober 2000 



Fig. 1: 

Flu&diagramm der notwendigen 
Arbeitsschritte zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemalien Verfahrens 



Aufzeichnung und Speicherung 
spektral aufgetrennter Datensatze 
der einzelnen Fluorochrome 
in Reinform 



Aufzeichnung und Speicherung 
spektral aufgetrennter Datensatze der 
Probe, die eine unbekannte Zusammen- 
setzung der Reinformen enthalt 



Mathematisches Regressionsverfahren zur 
Berechnung der Beitrage der verschiedenen Reinformen 
zum komplexen Gesamtsignal der Probe 
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Fig. 2: 

Anregungsspektren der Fluoreszenzen 
von Fura-2, Fura-2-Ca 2+ -Komplex und 
GFP ("green fluorescent protein") 
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